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本研究 で は, 同種骨 と同等ある い はそれ 以上の 成績を期待でき る新しい 自家骨の 処理法 と して , 液体窒素を用 い た冷却
処理 に つ い て検討を行 っ た . 材料 は ヒ ト骨肉腫細胞由来の OST細胞 と新鮮 な牛FP 足骨を用い た . 年中足骨内に温度セ ン サ ー
を設 置 し, - 196℃の 液体窒素中, 20℃ の 室温中, 30℃の 加温生理食塩水申の 温度変化を測定 し,
一 定の 温度変化が得 ら れ る
条件を検討し た. ブ ロ モ デ オ キ シ ウリ ジ ン (brom ode o xyu ridin e, Brd U) を用い た 免疫染色を行 い , 液体窒素処理後の 腫瘍細
胞の 増殖能に つ い て免疫組織学的 に検討を行 っ た . 液体窒素処理を行 っ た腫瘍細胞塊をヌ
ー ドマ ウス の 皮 下 に移植 し, 経時 的
推定腫瘍体積の 測定およ び組織学的検討を行 っ た . ま た四肢荷重部 に用 い る た め の 検討 と して , 液体窒素処理 に よ る処理骨の
力学的強度変化に つ い て 液体窒素未処理骨 お よ び オ
ー ト ク レ ー ブ処理骨 と の 圧縮強度を比較検討した･ また その 際 の 骨の 破 断
面 に つ い て, 走査型電子顕微鏡 に よ る 観察 を行い その 特徴 に つ い て検 討 した. 液体窒素中2 0分, 室温中15分, 加温生理食塩
水中15分の 計50分で , 一 定の 温度変化 の 下 で液体窒素処理を行うことが で きた . Brd U染色で は, 液体窒素未処理群で は陽性
を示 したが , 液体窒素処理を行 っ た腫壕細胞 は陰性であ っ た . 推定腫瘍体積 は, 液体窒素未処理群で御寺的 に増加 して い た が ,
液体窒素処理群で は経時的 に減少 した . 組織像 ほ , 液体窒素未処理群で腫瘍朝胞 の 組織浸潤が認め ら れたが , 液体 窒素処理群
で は, 膿瘍細胞 の 残存 は認め られ ず, 移植腫瘍組織塊 の 壊死お よ び 廠痕形成像が認め ら れ た. 圧縮 強度 は, 液体窒素未処理群
で平均2.40± 0.06k N, 液体窒素処理群で平均2.31 ±0. 9k N, オ
ー トク レ ー ブ処理 群で 平均1.51 士0.25k N と, オ ー トク レ ー ブ
処理群 で の み 液体窒素未処理群と比べ 有意 に初期強度 の 低下 b < 0,05)が 認め られ た が , 液体窒素処理群で は圧縮強度 は温存
さ れ て い た . 走査型電子顕微鏡 に よ る観察で は , 液体 窒素処理骨の 破断面 は緻密で平滑であっ たが , オ ー トク レ ー ブ処理骨の
破断面 は不整で , 破断面 の 凹凸が日立 っ て い た . 以上の 結 果か ら, 液体窒素処理 によ り腫瘍細胞は死滅する こ とが 明ら か と な
っ た . また 液体窒素処 理後も骨強度 は力学的 に温存 され て おり, 液体窒素処理自家腫瘍骨 の 移植は , 骨腫瘍切除後の 再建術 と
して 有効な方法となると考える.
Key w o rds liquid nitroge n, a utOgraft, m align antbo n e and soft tissu etu m or, e C O n Stru Ction
整形外科領域 に お ける 近年の 集学的治療 の 進歩に よ り, 四肢
発生 の 悪性骨軟部腫瘍 に対 して , 生 活の 質的向上を 目指 した患
肢温存術 が積極的 に行 わ れ て い る1)
L 4)
. 患肢 の 再建に 当た っ て
は, 腫瘍 用人 工 関節, 冷凍同種骨, 自家骨, 創外周宝器を用い
た新生自家骨 に よ る再建 な ど, さま ざまな方法が用い られ て い
る . この うち腫瘍用人工関節は , 人 工 材料自体の 耐久性 に問題
があり, 人 工 関節の ゆ るみ の た め再置換術を余儀 なく さ れ る こ
と が ある 5). ま た, 関節機能に大きな役割 を果たす筋や靭帯が
人工物 に 生 者す る こ とを期待 できな い た め
6)
, そ の 付着部 の 処
理は大きな問題 と な る . 同種骨 は骨銀行 の 整備 さ れ た 欧米で は
広く用い ら れ て い る が7)8), 日 本 で は 宗教的死生感 の た め 入 手
する の が 困難な状況 であり , 一 般化 さ れ て い ない の が現状 で あ
る9). また , B型肝炎 Olepatitis B), C型肝炎 01 epatitis′C), 後
天性免疫不全症候群(acquired im m u n ode丘cien cy syndr o m e) な
どの 感 染が 問題となる こ とが あ る
1 0)
. 新 生 自家骨に よ る 再建は
恒久的であり, 耐久性, 感染の 問題も解決 して お り非常 に有効
な方法であ る
1 1)
. しか し関節面 の 再建ができない の が難点であ
る. そ の た め 日 本で は , 患者自身の 雁患骨 を再建術 に利用す る




ー トク レ ー ブ処理 14卜 17), パ ス ツ ー ル 処理
18)1 9)な どの
方法 が試 み ら れ てき た. しか し, これ らの 方法で は , その 手技
や温度管理 が煩雑であ っ た り, 特殊 な器具が必要である と い っ
た 問題点があ っ た . 特 に, 広く用い られ てき た オ ー トク レ ー ブ
処理 で は骨伝導能は温存 され る もの の 20), 加熱 に よる 骨形成因
子O) O n e m O rphoge nic protein)失暗 によ る 骨誘導能 の 消失が お
こ る た め 21)骨癒合 に は不利である. そ こ で, 従来 の 主 な処理方
法は骨を加温 して 処理す る こ と を削
●
旨して い た が , 患者自身の
層患骨を処理する新 しい 方法と して , 逆に骨を冷却処理する こ




ヒ トの 大腿骨達位部 と比較的形態 が近 い , 雌の 成牛 (ホ ル ス
タ イ ン種, 3 ～ 4才) の 新鮮な中足骨を用い た . 中足骨 は社団法
人石川県金沢食肉公社 より, 屠殺直後 の新鮮 なもの を無償で供
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与 して戴 い た.
2 . 培養細胞株及び そ の 条件
当科 に て樹立 ･ 継代培養 さ れ て い る ヒ ト骨肉腫由来 の O S T
(Oste o sa rc o m aTaka s e) 細胞を用 い た22). 細胞株 は加熱失活処
理 した 10% 仔牛胎児血 清 (fetal bo vin e s e r u m) (大日 本製薬 ,
大 阪) 10 0単位 (u nit, U)/mlペ ニ シ リ ン (萬有梨軋 東京),
100/∠g/mlス ト レ プ ト マ イシ ン (明治製薬, 東京)を含ん だ ダル
ベ ッ コ 変法イ ー グ ル 培地(Dulbe c c o
,
s m odi丘ed Eagle
,
s m ediu m,
D M E M) (日水製薬, 東京)を用い て 37 ℃, 5 % C O2, 水蒸気飽
和 の 条件下 で 単層培養を行 っ た . ま た, 細胞浮遊液 の 調製 に は
トリ プ シ ン 0.25 %溶液(Ⅰ.ife Te chnologie s,In c. , Ro ck vi11e, U S A)
を用 い た.
3 . 実験 動物
生後10週の 雄性 の ヌ ー ド マ ウス (B A L B/C n u/n u) を実験動
物 と して 用 い た . 室 温 は2 2± 3℃, 湿 度は 55 ±5 %に保ち,
発癌物質 の な い 特殊条件 (spe ci丘c pathoge nfr e e) の 下 に各 ケ
ー ジ に 5匹ず つ 分 け て 飼育 し た . 飼 料 と し て は 滅菌 し た
C harle sRiv e rFo r m ula-1固形飼料 (日本チ ャ ー ル ズ 1) バ ー ,
神奈川)を自由摂取 さ せ , 飲料水 と し て塩素漆加 の 水道水を与
えた .
Ⅰ . 実験方法
1 . 牛中足骨内部 の 温度変化
牛中足骨内部 の 温度変化を測定 した . 新鮮 な年中足骨を マ イ
ク ロ ･ カ ッ テ ィ ン グ ･ マ シ ン B S 3 00 0- N (Ex akt, Ha mbu rg ,
Ge r m a ny)を用い て 遠位端か ら170m mの 長 さに切断 した . 直径
2m 皿の キ ル シ ュ ナ ー ワ イ ヤ ー (日 本 マ テ ィ ス , 東京)を用い て ,
切 断端 か ら 90m m の 骨髄内 と150皿 m の 軟骨下 骨内 にまで骨孔
を作成 し た . こ の 骨 孔内 に デ ジ タ ル 温度計SI仁2 000 M C(佐藤
計量器製作所, 束 京) の セ ン サ ー 先端 を設置 した . 切 断端 か ら
液体窒素 (1iqui dnitr oge n) が流 入 しな い よ う に しな が ら -
196℃の 液体窒素中, 2 0℃の 室温中, 30℃の 加温生理食塩水中
の 温度変化 に つ い て各10倹体を用 い て 測定 した . ま た そ の 時








1 5 0m rn
2 . 液体窒素処理後の 骨肉腫細胞 の 免疫組織学的観察
単層培養後 に ト リ プ シ ン で 調製 し た 骨肉腫細胞 (O S T細胞)
を ヌ ー ド マ ウス の 皮下 に5× 106個 (0.2c cの 培養液を含む) 接種
し腫瘍塊を形成 させ た. こ れ を0.3g の 大き さ に細切 し牛中足骨
の 骨内 に挿入 した 後 に, 実験1 で決定 し た条件 下 で 処理 を行 っ
た ･ 次 にこ の 腫瘍塊を さ ら に細断片化 した 標本を作成後, 液体
窒素未処理群 , 液体窒素1回処理群, 液体窒素2回処 理群に つ
い て ブ ロ モ デ オ キ シ ウリ ジ ン O)r O m Ode o xyu ridin e, Brd U) 染色
キ ッ ト(Z Y M E D labo r atorie sIn c, Sa nFr ancisco , U S A) を用い て
各群同条件下 に免疫組織学的検討 を行 っ た (固2). まず標本を
0･1 % ブロ モ デ オ キ シ ウリ ジ ン/細胞培蕃液 (DM EM)中 に標識
の た め1時間浸透 させ , 10 %フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ド溶液に て 固定
した後 , 標本 を 上 昇 エ タ ノ ー ル 系列 に て脱水 した . パ ラ フ ィ ン
包捜 し マ イ ク ロ ト ー ム に て1m m間隔 で2〃 m の 切片 を作製 し,
切片を ポリ エ ル リ ジ ン コ ー ト ス ライ ドガ ラ ス に貼り つ け, キシ
レ ン に て 脱 パ ラ フ ィ ン を行 っ た . 標本 は H E染色 と抗 Brd U抗
体を用 い た免疫組織染色を行 っ た . 免疫組織染色 は マ ニ ュ ア ル
に 従 い , 蛋 白消化 と内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 反応 を阻害 し,
さ ら に 非特異的反応を抑制 し た . 次 に 一 次 抗体 で あ る マ ウス
抗 Brd 口抗体を室温 に て 一 晩 反応 さ せ た 後 , ス ト レ プ ト ア ピ
ジ ン ･ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (str epta vidin - pe r O Xida se) 反応を
1 0分間室温 に て 行 っ た . 発 色 は ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (3,3
,
-
dia min obe n zidin e) 溶液 に て 3 ～ 5分間反応 させ た . 陽性対照
は , キ ッ トに 添付さ れ て い る マ ウス 小 腸 を用い て , 陽性所見を
示す こ と を確認 し た. ま た 陰性対照と して は , 一 次抗体の 反応
過程を除い て 反応を行い , 陽性所見は認め な か っ た .
3 . ヌ ー ド マ ウス を用 い た液体窒素処理後の 骨肉腫細胞の 再
号引こつ い て の 肉眼的及び組織学的観察
実験2 と同様 の 手順 で , 骨 肉腫細胞(O S T細胞) を ヌ ー ドマ ウ
ス の 皮 下に接種 し腫瘍塊を形成 した. こ れ を0.3gの 大き さに細
切 し牛中足骨の 骨内に挿入 し, 実験1 で決定 し た条件 下 で 処理
を 行 っ た . そ の 後, こ の 処理 した腫瘍塊 を他 の ヌ ー ド マ ウス の
皮 下 に 移植 し た . ヌ ー ド マ ウ ス は塩酸 ケ タ ミ ン (三 共, 東京) を
12･5m g腹腔内投与 し て麻酔 を行い , イ ソ ジ ン 液 ( 明治製菓, 東
Fig･1･ Me a su re m e ntofte mper atu re change sin side thebo n e･ 1 もetip ofo nether m o m ete r w a sin s e rted intothebo n e m a rro w and thatof
the other o n einto the s ubcho ndral bo ne ofthe m etata rs u s･ Te mpe ratu re changes we re m e as u redu nde rthr eein c ubatio nc o nditon s:in
liquidnitroge n at-196 degre e s,ata r O O mte mpe ratu re.Of 20 degr e es, and in physiologic als alin e at30 degre e s.
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京) にて局所 の 消毒を行 っ た後, 尖刃刀 (フ ェ ザ
ー 安全剃刀, 大
阪) を 剛 - て背部皮膚を10m m に わ た っ て 小切閲 し, 腫瘍塊を
移植 し た . 移植後 は4 - 0針付きナ イ ロ ン 糸 (ケ イ セ イ 医科工
業, 東京)を用い て 皮膚 の 縫合を行 っ た(国3).
経時 的に 移植腫瘍塊 の 推定腫瘍体積 に つ い て , 液体窒素未
処理群, 液体 窒素1回処理群, 液体窒素2回処理群 に つ い て 各
20匹を用 い て検討を行 っ た . 推 定腫瘍体積 は , 下 記 の 式に て
求め た.
Ⅴ(推定腫瘍体積)= 1/2 ×(長径)×(短径)2 (m m
3
)
また H E染色を用い て各群を組織学的に検討 した .
4 . 力学的検討(横方向 へ の 圧 縮強度測定)
液体窒素処理骨の 強度を測定, 比較検討す る た め, 液体窒素
未処理群 , 液体窒素1回処理群, 120℃, 15分 の オ ー トク レ ー
プ処理 群 に つ い て各1 0検体を用 い て 測定を行 っ た . 検 体は ,
Tu m o r
Nude m o u s e
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各処理 を施 した 中足骨を骨幹部で切断面が平滑になる よ う マ イ
ク ロ ･ カ ッ テ ィ ン グ ･ マ シ ン B S3 000-N を用い て 骨軸 に垂直に
50m m の 長さ に切断 し た . 次 に 両圧縮面 に 5m m の 厚 さ の シ リ
コ ン ラ バ ー (ワ コ ム 電創乳 埼玉)をあて , 万能試験機 D SS-5000
(鳥渾製作所製, 京都)を用い で骨軸 に対す る横方向の 圧縮破壊
荷重 を測定 し た. 試験は 室温中 で行い , ク ロ ス ヘ ッ ドの 移動ス
ピ ー ドは 2m m/ 分と した (国4).
5 . 破断面の 走査型電子顕微鏡 に よ る検討
強度測定後 の 標本の 破断面 に つ い て , 液体窒素1回処理群 ,
120℃ , 15分の オ ー トク レ ー ブ処理群 に つ い て走 査型電子顕微
鏡 D S-130 C(明石 ビ ー ム テク ノ ロ ジ ー 梨, 東京)を用い て 観察 し,
検討を行 っ た . 検体 に は強度測定後の 標本を用い , マ イク ロ ･
カ ッ テ ィ ン グ ･ マ シ ン BS3000･N を用い て , 破断面 を 含む よう
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Fig.2. Evalu atio n oftu m o r c ellviability(in vitr o study). T he tu m o r m a s s which had pr olifer ated o ntheba ck ofa n ude m o u se w a s
r e s e cted. It w a sthe n s ubje ctedto liquidnitr oge ntr e atm e nt,in c tlbated in aO.1 % Brd U/c ultu re s olutio nfo rl hr, and stain ed
im m u n ologic allyto e v alu ate c ellviability. T hetu m o r m as sfro mthe c o ntr olgro up witho ut theliquidnitroge ntre atm e nt w a spro c e ss ed
Similarlyinthe c ultu re s olutio n a nd w a sin c ubated in aO.1% Brd U/cultu re s olutio nfo rl hr.
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Fig.3. Ex a min atio n ofa ctu altu m o rpr olifbr atio npote ntial(in viv o study). A O.3g pie ce c ut血
･
o mthetu m o r, Which hadpr oliLe ratedo nthe
back ofthe n ude m o u se, W a Stra n SPla ntedto theback ofan othe r n ude m o u s e afte rtr e atm e ntwiththeliquidnitr oge n m ethod. C hange s
intum o r v olu m e a nd histological 丘ndingsinthe c o ntroland liquid nitr oge ngro ups w e r e e x a mined andc o mpared.
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破断面を上 に して 試料台 に載せ , 真空 蒸着装置イ オ ン コ ー ダ
I B-3型 (エ イ コ ー エ ン ジ ニ リ ン グ製, 水戸)を用 い 真空中で金を
蒸着 させ て観察 し た .
Ⅱ . 続計学的検討
測定結果は平均値 ± 標準偏差 匠 ± S D) で 表記 した . 各群 間
の 有意差検定 には 分散分析 の 後 にScbef結の多変比較法 を用 い ,
統計 学的有意差 は , 危 険率5 %未満 b< 0.05) をも っ て有意差
ありと判定 した .
成 績
Ⅰ . 牛 中足骨内部の温度変化
2 0℃の 室温中 に保管 して あ っ た検体は , - 1 96 ℃の 液体窒素
中で は骨髄内 ･ 軟骨 下 骨部 とも急速 に 温 度の 低下 が認 め ら れ ,
処理 後20分で 骨髄内 ･ 軟骨 下骨部 とも - 180℃程度 と なり , そ
の 後 の 温度変化 は緩徐 とな っ た (国5 A). 冷却彼 の 加温 で は ,
液体窒素処理後 - 180℃と な っ た検体は, 20℃の 室温中で は15
分で 骨髄内 ･ 軟骨 下 骨部 とも-100 ℃程度ま で 温度が 上 昇 して
い た (図5 B). - 100 ℃ か らの 加温生 理食塩水中で の 温度変化 は ,
加温後15分程度 で温度変化が横徐 と なり, そ の 時点 で骨髄内 ･
軟骨下 骨都 とも約0 ℃まで加温 さ れ て い た (図5C). 以 上 の 結 果
を踏まえて , 本実験で の 処理 過程 は , 20 ℃の 常 温か ら - 196℃
Spe ed 2m m/min
Fig. 4. Ex a min atio n of c o mpr e s sio n str e ngth. Using a
C O mpr e S Sio nte ste rlike the o n e sho w nin the figu r e, the
C OmPre SSio n str e ngths ofinta ctbo n e, a utO Cla v ed bo n e, and
liquid nitr oge ntr eated bo n e w er e m e as u red.
Fig. 6. Im m u n ohisto che micalstaining of Brd Uofthe c o ntr ol
gro uptre ated a sde s cribed belo w Fig2, and showing po sitiv e
ap pe ar an Ce･ Scaleba r:25FLm .
の 液体窒素処理20分 , 20℃ の 室温中処理15分, 3 0℃ の 温水
(加温生理食塩水) 中処理 15分 の 計50分を1コ ー ス と した.
Ⅰ . 液体窒素処理後の骨肉腫細胞の免疫組織学的観察
Brd Uを用 い た 免疫染色 に お い て , 液体 窒素未処理群で は 陽
性像を示 し た が , 液体 窒素1回処理群, 液体窒素2回処理群で




































































T im e aftertre atm e nt(min)
Fig. 5. Te mpe r atu r e cha nge s in the m etata r s u s. (A)
Te mpe ratu re changesdu ringliquidnitr oge npro c e s sl ng. The
te mpe r atu I
･
e be c a m e n e a rly stablein abo ut20min . (B)
Te mpe ratu re ch ange S Oftheliquidnitroge n-tr e ated bo n e a丑er
in c ubatio n ata ro o mte mper atu re of 20 degre e s. It to okabo ut15
minto re a ch ate mpe r atu re of-100 degr ee s. (C)Te mpe ratu re
Change s ofthebo n etr e ated a sin(B), a nd afte ritsin c ubatio n
in physiological s alin e at30 degr e e s. T he te mpe ratu re
･be c a m e n e a rly stablein abo ut15min . Te mperatu r ein the
m ed ul 1ary c avity(⑳)a ndsubchondral bone(○)are sho w n.
液体窒素処理自家骨移植 に関す る研究
Ⅱ. ヌ ー ドマ ウ ス を用 い た骨肉腫細胞の再発 に つ い て の 肉眼
的及び組織学的観察
液体窒素未処 理群で は , 経 時的 に推定腫瘍体積 は増大 した
(図7). H E染色 に よ る組織学的観察 で は , 腫 瘍細胞の 増生 と 組
織間浸潤が認め られ た( 図8 A,8 B).
一 方 , 液体窒素1回処理群,

































1 3 5 7 9
Tim eafter r eimpLa ntatio n(w e ek)
Fig. 7. Estim atedtu m or v olu m e of the c o ntrolgr o uptr
L
e ateda s
de sc ribed belo wFig2.
Fig. 8. (朗Lo w m agnific atio nim age ofthe histolog yofthe
C O ntr Olgro up tr e ated a sde sc ribed belo w Fig 2･ (B)H igh
m agnific atio nim age, histologicallyde m o n str ating that tu m or
C ellsha v epe r m e atedthe spa c esbetw e e n m u s cle丘be rs. Sc ale
bar :50FL m 仏);50p m (B)･
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た (図9). 組織像で も腫瘍細胞の 残存 は認め ら れ ず, H E染色
に よ る組織学的観察で は, 移植塊 の 周囲 には 線維組織が形成さ
れ , 壊死組織像と炎症細胞の 浸潤が認め られ た (図10).
Ⅳ . 液体窒素処理骨の力学的検討
骨軸に対する横方向の 圧 縮破壊荷重は , 液体窒素未処理群で






























1 3 5 7
Tim eafter reimplantatio n(W eek)
Fig. 9. Estim atedtu m o rv olu m e oftheliquidnitroge n m ethod
(1cycle)gro up.
Fig.10. (A)Lo w m agnific atio nim age ofthe histology ofthe
liquidnitr ogen method gr o up. (B)High m agni丘c atio nim age
sho wing histologic ale vide n c e of fibro u stiss u e a ro u ndthe
tra n splanted m a s s. Ne cr o sis a nd in丘1tr atio n of in瓜a m m ato ry
cells a realso obs erv ed. Scalebar:250FL m (朗;25FL m (B)･
198
レ ー ブ 処理群 で 14.8± 2.5k N であ っ た . オ ー トク レ ー ブ 群で の
き裂発生荷重 は , 液体 窒素未処 理群 と比 べ 有意 に低下 (p<
0.05) し て い た が , 液体窒素 一 回処理群 で は , 液体窒素未処理






















Co ntroJ Auto clavlng Liquidnitrogenm ethod
(l cycle)
Fig･11･ Co mpr e s sion stre ngth. Ⅴalu e s ar e expr e ss ed a s更 ±
S D. * p<0.05. * *p<0.05.
Fig･12･ Sc a n ni g ele ctr on microgr aphs of 丑
･
a Ctu re S u rfa ce. 仏)
Auto cla v ed bo n e. (B)Liquid nitr oge ntre ated bo n e. Wh ilethe
fr actu r e s u rfa c e ofthe a uto cla ved bo n e w a sirr egula r a nd
u n e v e n,that oftheliquidnitr oge ntre ated bo n e w a s s m o oth
a nd Bn e-gr ain ed･ Sc aleba r:3･33Fj m ･
■~Ⅴ
. 破断面の 走査型電子顕微鏡 に よ る観察
オ ー トク レ ー ブ 処理 骨の 破断面 は不整 で, 凹 凸が 目 立 っ て い
た (図12 A). -一方, 液体 窒素処理骨 の 破断面 は緻密で平滑であ
っ た(囲12B).
考 察
液体窒素 の 外科的応用 は , 19 62年 に Co ope r
2:う)に よ っ て







1 肝癌27)な どの 各種悪性腫瘍 の局
所療法 に用い ら れ て い る･ 整形 外科領域 で は , 1966年 に Gage
ら2 8)に よ り, 骨 へ の 液体窒素効果の 基礎的実験が行 わ れ, 1969
年 に Ma rc o v eら2 9)に よ り 骨腫瘍 に対す る臨床応用 が報告 さ れて
以 来, 主 に良性骨 ･ 軟 部膿瘍 に対す る局所補肋療法の 血 つ と し
て 用 い ら れ て き た 3(J卜 =!こ‡). そ の 使用法 は , 良性腫瘍 な い し は準
悪性の 骨巨細胞脛 な どに 対 して , 手術部局所 に液体窒素を ス プ
レ ー 処理する も の で あり , 局所再発の 割合 に つ い て は , 他 の 方
法と 同等以 上 の 成績 が得 ら れ て お り, 術後 の 創部感染 に関して
も問題な い こ と が 報告 さ れ て い る 31)3:i). し か し高悪性度の 肉腫
にお い て は , 液体窒素処理 は こ れ ま で応用 され た こ と が なく,
ま た 整形外科領域で は, 腫瘍 を 一 端切り出 し て, 体外 で液体窒
素処理 をす る と い っ た方 法も行わ れ て い な か っ た . 剛一 方歯科口
腔外科領域 に お い て は , 将 に 侵 さ れ た 自家骨 を液体窒素処理




:勒 は, 下 顎骨 にお ける 良性 ･ 悪性 骨腫壕 に対 して 液
体窒素を利用 した 再建法 を行 い , 良好な成績を報告 し, そ の 中
で 利点と して , 自家骨で あり抗原性が な い こ と , 骨欠損部と移
植骨の 形状 が完全 に 一 致 して い る た め 良好 な美容上 の 結果が得
ら れ る こ と
, 凍結過程で膿瘍細胞を破壊 し再発率を減少 させ る
こ と が で きる こ と, 他 の 部位 か ら の 骨 移植 が不要 で あ るた め 手
術 が簡略化 できる こ と な どを挙げて い る .
こ れ ら の こ と より我 々 は, 整形外科領域 に お い て も, 肉腫に
侵さ れ た 自家骨を い っ た ん切り出 し, 液体窒素処理 した 後 に還
糾 して 四 肢 の 再建 に利用す る こ と は 可 能で は な い か と考 え た.
そ こ で今 回基礎的実験 を行 い , そ の 臨床応用 へ の 可 能性 を検討
した .
液体窒素は , 撫色 ･ 無臭 の 液体 で , 断熱膨張を利用 して 1二業
的に作 ら れ, 値段 的 にも安価で , 入手 も比較的容易である . 沸
点 は約-1 96℃ と極低温であり, 従 来か ら行 わ れ て い る オ ー ト
ク レ ー ブ や パ ス ツ れ ル 処理 の よう な他 の 処理 法 と 比べ て , 処理
中の 温度管理 に神経を使う必要 が な い と い う 大き な利点 があ
る . 用 い る器具も断熱容器 さえあれ ば よく, 容 易に 処理 を 行う
こ とが で き る利点もある .
液体窒素 の もた ら す凍結 に よ る細胞障害の 機序 は複雑 である
が , 凍結過程 で の 細胞内外の 水晶形成や脱水が細胞 に致命的に
働く と考え ら れ て い る . & m u r aら 40)の 報告 で は , 凍結法 に は
緩慢凍結 と急速凍結 があり, 0.1 ℃/分程度の 緩慢凍結 で は細胞
周囲の 媒体か ら凍結 が始まり, 細胞外の 浸透圧 上 昇 に伴 い 細胞
内脱水が 生 じ, 細胞 内液は濃縮 され 水晶形成が起 こ り にくく な
る. した が っ て, 細胞 機能は障害 を受け にく い が , さ ら に低温
に な る と細胞内脱水 が進行 し, 細胞容積の 減少, 1又縮変形 がお
こ り, 細胞障害 をきたすよう にな る. 一 方急速凍結 で は, 細胞
内脱水が進行す る前 に周辺 の 温度変化の た め 細胞 は原 型を保 っ
た まま凍結 され , 水 晶が ある 程度以 上 に成長す る と, 機械 的に
液体窒素処理自家骨移植 に関する研究
細胞を障害す る よう にな ると 述べ て い る ･
ま た , Uedaira
41)
や Ne el
`12)は, 腫瘍 細胞 は正 常 の 細胞 よ り も
低温に よ る 障害を受け や す い と 報告 して い る . Helpap
1` 3)が 述べ
てい る よう に , 最 も効果的な凍結障害の 与え方は , 急速な 凍結
と緩徐な融解であり, こ の こ と か ら も液体窒素は有効な冷却材
で ある と 言 え る . また Haya shi ら川 は , 凍結 防止剤なく して 生
きた細胞 の 凍結保存 は不可能 と述 べ て お り, 凍結保存の 際 には ,
Maz u rら
45)が 報告 して い る よう に プ ロ グ ラ ム フ リ ー ザ ー によ る
巌密 な温度 コ ン ト ロ ー ル を 行 っ た り, Po蝮e ら
4ti)
が 報告 した よ
うし三, 細胞内の 水分子と結合す る こ と で , 細川包凍結の 際の 細胞
内氷結 に よ る 細胞破壊を抑制す る グリ セ ロ ー ル を 用 い る 方法
や, Lov elo ckら
ノ17)が 報告 した よう に, グリ セ ロ ー ル 同様に凍結
防止作用の ある ジ メ チ ル ス ル フ ォ キ シ ド(dim ethyls ulfo xide) を
用い る方法が行 わ れ て い る . 逆説的 に言えば , こ れ ら の 手段を
講 じな けれ ば, 細胞は 障害を受けて死滅す る .
液体窒素処理後 の 骨再置換能に つ い て , Ma rcia ni ら岬 は 大の
下顎骨 を用い た実験 で , 生理 食塩水 で処 理 した骨 と 比べ , 骨 の
再置換 に有意差 は な か っ た と報告 して い る . ま た , 酵 素の 残 存
に つ い て も, 液体窒素処理 後でも酵素が温存さ れ る こ と が報哲
され て い る .
骨内の 温度変化 に つ い て B6bm ら 4!りは, 子牛 の 大腿骨 に お け
る加温実験 で , 骨髄内と 軟骨 下骨内で は 温度変化に差が 生 じる
と幸艮告 して お り, 本実験 で は 温度計 の 先端 を骨髄内と軟骨 下骨
内に設置 して , 温度変化 を観察 した . ま た , 今回の 実験 で は 処
理条件 を な る べ く厳 しくす る た め , 切断端か ら液体窒素が 人 ら
な い よ う に して , 温度変化を測定 した . 実際の 臨床応用の 際 に
は, 切断端か ら液体窒素が髄内 に流人 す る こ と にな るた め , よ
り急激 に髄内の 凍結が進み , 腫瘍紺胞 へ より大き な障害 を与え
る こ とが で き る と推測 され るが , 今回の プ ロ トコ ー ル は , 周囲
か らの 冷却 の み で 温度変化が確実 に 一 定 に落ち着くまで の 時間
を処理時間と設定 し た . 温度変化 は液体窒素中, 液体窒素処理
後室温中, 処 理 後30 ℃の 生 理 食塩水中 の それ ぞ れ に つ い て 測
定を行 っ た . こ れ は, 当初 は液体窒素処理 直後に温水処理 を行
う予定 であっ たが , 予備実験で , 液体窒素 処理 後の 温水処理を
行う場合に は , -100 ℃程度 ま で温度が 回 複 し て い な い と骨折
が 生 じる こ と が 判明し た た め, 室温 で の 加 温処理 の 過程も行う
こ と と し た た め で あ る . 以 上 より , 本実験 の 液体窒素処理 ほ,
一定の 温度変化が得 られ るよ う に,--196 ℃の 液体窒素中20分,
20 ℃の 室温中15分, 30 ℃の 生 理 食塩水中15分 の 計50分 を 1コ
ー ス と した . こ こ で ま ず, 液体 窒素処 理 後の 腫瘍細胞の 増殖能
(c ellviability) を調べ る た め , Brd U染色 を行 っ た . Brd U は チミ
ジ ン 類似物質で あり , 細胞周期が回転 し て い る 場合 に, S別の
細胞の 核内 に取 り込ま れ る . こ れ を応月] して 腫瘍増殖能 を検討
し た. そ の 結果, 培養液 にで処理 を行 っ た 対照群で は腫瘍細胞
の 核が 染色 され 陽性 を示 した が , 同時に 染色 を行 っ た 液体窒素
1匝Ⅰ処理 群 ･ 2回処理群で は核 の 染色 は認 め られ ず陰性 であ っ
た . こ の こ とか ら, 液体窒素処理 し た腫瘍細胞 は, 細胞周期が
回転 し てお らず, 死 滅 し て い るか , も しく は細胞周期が著 しく
遅くな っ て い る もの と 考え ら れ た .
そ こ で, 実際 の 腫瘍増殖能 を調 べ る ため , ヌ ー ドマ ウ ス を用
い た増殖実験 を行 っ た . 対照群で は経時的に腫瘍塊 の 増大を認
め た 一 方 で , 液体窒素1回処理処理 群 ･ 2回処理 処理群で は経
時的な腫瘍塊 の 縮小 を認 め た . 組織学的な検討 で は l 腫瘍細胞
は死 滅 し て おり, 移植塊 の 周囲 には 線維組織の 形成が認 め ら れ,
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壊死組織像 と炎症細胞の 浸潤 を認め た . こ れ らの こ と より , 本
実験 の 液体窒素処理 に よ り , 腫瘍細胞 に増殖能力ほなく , 膿瘍
は壊死 に 陥 っ て い る もの と結論 し た. ま た, 液体窒素1回処理
群 ･ 2回処理群とも同等 の 成績で あり, 両者 と も腫瘍 の 再発 は
認め な い た め , 液体窒素処理 は, - 196℃の 液体窒素中20分,
20 ℃の 室温中1 5分, 30℃の 生埋食塩水中15分の 計50分の 1コ
ー ス で一【･･･t分で ある と結論 した.
ま た本検討で は, 液体窒素処理骨 を 四肢 の い わ ゆ る 荷重部の
再建 に用 い る こ とを 目的 と して お り , 液体窒素処理骨の 力学的
強度 に つ い て も検討を行 っ た . そ の 結 果, 圧 縮試験機 を用い た
圧縮試験 で は, オ ー トク レ ー ブ処理 骨の 力学的強度 は鰊処理骨
に比 べ 有意 に低 下 して い た. 山 方液体窒素処理骨で は, 無処埋
骨に比べ て も圧縮強度 の 低下 はなく , 力学的強度は十分 に保た
れ て い た . 破 断面 を走査電子踊微鐘で観察する と , オ ー トク レ
ー ブ 処理 骨で は , 破断面 は不整で , 凹凸が多く小孔 が多く認め
られ て い た . こ れ は熱変性 に より, 骨内の 有機成分が消失 した
た め で あ ると 推察さ れ , こ の 小孔が 連綻す る こ と によ っ て骨内
で 微小骨折が無数 に起 こ り , こ の 結果 と して 骨強度が低-h'Fす る
もの と推察 した . 岬一 方で , 液体窒素処理骨の 破断面は平滑で緻
密で あり, こ れ は, 液体窒素処理骨 は骨内 の 有機成分が温存さ
れ て お り, 骨内も密 に保た れ て い た こ とが , 強度が 温存さ れ て
い た 一 因 で ある と推察 さ れ た.
臨床応用 へ の 可能性 に つ い て で あ る が, 関節面の 再建に お い
て は
, オ
ー ト ク レ ー ブ処理骨で は, 熱処理 をす る ため 軟骨基質
が失 わ れ, 関節面を人工関節 を侍 っ て再建 し なけ れば なら な い
が , 完全 な関節面の 適合性を得 る こ と はで き ない . ま た, 同種
′削 二お い ても, い か に近い 形態 の もの を選 ぼうと も完全な関節
面 の 適合性 を得 る こ と はで きな い . そ の 一 方で , 液体窒素処理
で は軟骨細胞自体 は死滅する が , 軟骨基質は温存され る た め完
全な適合性を得る こ と が でき る.
ま た 周囲の 靭帯組織と の 関係に つ い て は, 周囲 の 軟部組織と
の 癒合 ･ 置換 に つ い て 北 岡5(})は , 冷凍保存同種骨 を用 い た 関節
再建の 実験 で , 冷凍保存 され て い た 靭帯 を 移植骨側 の 靭帯 に再
縫合 した 場合, そ の 移植骨側の 靭帯お よ び 靭帯付着部 はき わめ
て 正
′削二類似 した 形態学I町, 機能的構造 に再生 さ れ る こ と を明
ら か に し た . 具体的 に は , 移植後24週 で , 正 常の 90 %ま で強
度が回復さ れ る と 報侍 して い る. こ の よ う に , 他者か ら移植さ
れ た 組織で も修棲 ･ 置換が行 わ れ る こ と よ り, 液体窒素処王削こ
お い ても, 同等以 上の 良好な軟那組織の 修複 ･ 置換が 行わ れる
と 推察さ れ る. こ の こ と か ら, 関節 面の 押建 に つ い て も, 本法
は利点が大きい と推察 さ れ る.
処理 時間 に つ い て で ある が, 今 回の 検討で は腫瘍剛胞の 処理
条件 は液体窒素が骨切断面か ら進 入 し な い ように して 処理 を行
っ た . し か し, 実際の 臨床で は, 桶川 し た腫瘍骨 を, 敏郎組織
を剥離 し た後 に, そ の まま直接液体窒素内に 入 れ る こ と にな る .
そ の た め, 切 断端か らも液体窒素が骨髄内 に直接進入する こ と
に な る の で, 今回の 検討よ りも早く骨 の 温度 を低下 させ る こ と
が で きる と推察 さ れ る. そ の た め 今回の 検討 か ら は, 液体窒素
処理 に は , -196 ℃の 液体窒素中20分, 20 ℃の 室温中1 5分,
30℃の 生 理 食塩水中15分 の 計50分 が必要である と した が , こ
の 処理時間を より短縮す る こ と は 可能である と考えて い る. ま
た 他に も, 抗 痛利処理 の 併用, 蒸留水 に よ る処理 の 併用 な どに
よ り, よ■り安全に , より短時間で処理を行うこ とが 可能である
と推察さ れ る .
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液体窒素処理後の 初期強度 に関 して は, 液体窒素処理後も圧
縮強度は温存 さ れ て お り, 十分 に局所再建 に用い る こ と が可 能
で ある と推察 さ れ る . しか し経時的な耐久性 に つ い て は , 冷凍
同種骨, 各種処理自家骨で 問題 となる こ とが あ る. 液体窒素処
理骨 にお ける 経時的 な強度 の 変化 に つ い て は未知数で あり , 今
後検討 を行う必要が ある と考えて い る . しか し, 人工 関節 に お
い ても経過 と とも に再手術 が必要となる こ と が多く , 現 時点で
は 関節面を含 んだ恒久的な再建 は , 腫瘍 周人工 関節 , 冷凍同種
骨 , 各種処理自家骨を用い た 方法す べ て にお い て不 可 能で ある .
こ の こ とか ら考えても, 液体窒素処理骨に よ る再建 が , 恒久的
な方法 となる か は不明である が , 完全な 関節面の 適合性 が得 ら
れ る こ と 仁 既存骨 との 癒合が有利である可能性 が大きい こ とを
考える と , 他 の 方法 以 上 の 利点 があ る と推察され る .
結 論
患者自身の雁患骨を処理 し, 悪性骨 ･ 軟部腫瘍切除後 の 再建
に用い る ため の 基礎的検討 と し て, 牛中足骨, ヒ ト骨肉腫細胞
由来の O S T細胞 , ヌ ー ドマ ウス を用い て , 以下 の知見を得 た .
1 . - 19 6℃ の 液体窒素中20分, 20 ℃の 室温中15分 , 30 ℃
の 加温生理食塩水中15分の 計50分 の 処理 に より, 一 定 の 温度
変化 の 下 で 液体窒素処理を行う こ とが で きた . また , そ の 際骨
折 は起き なか っ た .
2 . Brd Uを用 い た 免疫染色 で は , 液体窒素未処 理群で は 陽
性を示 し たが , 1 . の条件下 で 液体窒素処理を行 っ た腫瘍細胞
は陰性であり, 液体窒素処理 に より腫瘍瀾胞 の 細胞周期 は著 し
く遅延 して い る か , 腫瘍細胞 は死滅 してい る こ と が示唆 され た .
3 , ヌ ー ドマ ウ ス を用 い た生体内で の検討で は, 液体窒素未
処理群で推定腫疹体積 は経時的 に増加 し たが , 一 方, 液体窒素
処理群で は 経時的に推定陛瘍体積は減少し た . 組織 学的 に は ,
液体窒素未処理群 で腫瘍細胞 は組織浸潤を起 こ して い た が , 液
体窒素処理群で は , 細胞 の 残存は認 め ら れず移植腫疹組織塊 の
壊死お よ び癖痕形成像 が認 められ た . 以上 より, 液体窒素処理
後の 腫瘍胡胞 に増殖能はなく , 液体窒素処理 に より腫瘍細胞は
死滅す る こ とが 明 らか に された .
4 . 圧縮強度 は , オ ー トク レ ー ブ処 理群 で の み液体窒素未処
理群と比 べ 有意 に低下 b< 0.05) し て い た が , 液体 窒素処理群
で は 力学的強度 は温存され てい た.
5 . 走査 型電子顕微鏡 に よ る 破断面 の 観察 で は , 液体 窒素
処理骨 の 破断面 は緻密で平滑であ っ た が , オ ー ト ク レ ー ブ 処
理骨 の 破断面 は不整 で , 破 断面の 凹凸が日立 っ て い た . こ れ
は
, 液体窒素処理骨 で は 蛋白 ･ 有 機物 が 温存 され て い る 一 方
で , オ ー ト ク レ
ー プ 処埋骨 で は, こ れ ら が加温処 理 に よ る熟
変性 で消失 して しま っ て い る こ と が示唆 さ れ た . ま た こ れ が ,
オ ー トク レ ー ブ処 理骨 で力学的強度 が低下 して い る 一 方 で ,
液体窒素処理骨 で は 強度 が温存 さ れ て い る 理由 の 一 つ で あ る
こ と が 推察 さ れ た .
以上 より, 患者 自身の 雁恩骨を再処理 して , 悪性骨 ･ 軟部腫
瘍 の 再建に用 い る新 しい 方法 と して , 液体窒素処理 は有効 な方
法 と な る こ とが 明 ら か に され た .
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Ev alll atio n of Reim pla ntatio n of T11m O r･Be a r l ng Fr o2:e nAutogr afts Tre ated with Liqui dNitr ogen Norio
Yam a m ot o, Depart men t ofOrthopaedic surgery, Scho ol of m edicin e, Kanaz a wa Univ e rslty, Kanaz a wa 92 0-8 640 - J. Ju zen
M ed Soc. ,109,1 9 3
嶋 2 0 2(2000)
Key w ords liquidnitrogen , autOgraft, m align a nt bo n eandsofttiss ue t um or, re CO nStru Ction.
Abstra ct
A lthoughautocla ved orpasteu riz ed a ut ogr afts could be u sedfor re co ns tr u ction in m align ant bon ea nd s oft tissuetu m o rs,
the se me thods have m any problems･ To ov e rc o m esuch proble m s, W e de vised a n ew methodfor trea t m e nt of aut ograms
utiliz ngthehy pothe r mic effbctofliquidnitrogen ･ T he pu rpos e ofth is studyis toev aluate this n ew proce sl ng m ethod a ndto
elucidate the c apabilityforpra c tic aluse･ W e m e a su redt mpe ratu re changesinside thebo n eincubated u nde rthre e conditions;
in liquidnitrogen a ト196degrees,in the air ata r oo mtem pera tu re of 20degre es, and in physiologl Cal saline a t30 degr ees.
W e est ablished aliquidnitrogen fbrthe tr eatment of bo ne ,in which bo ne spe cim en w as co oled in liquidnitroge nfor2 0min,
fbllo wed byinc ubation in ro om air fbr15min , a ndthen in physiologl Cals alin efbr 15min ･ To e xamine the viability ofthe
tu mor c ells,tr eated u nder theliquidnitroge n m e thod, BrdUim m u no stalnlng W aS C ar ried out. T he n u clei w ere notstain ed,
S uggeStl ng eithe rthat the tu mor cellsdied out or thatcellcycle w asblocked aftertheliquidnitrogen tre atm e nt. In vivo tu mor
PrOliferation pote nti alw as also e xamin ed in nude mice･ We ev aluatedtu mo r v olu m ea ndhistologl Cal findingsin the contr ol
a nd liquidnitroge n methodgro ups ･ In the c ontrolgr oup, the tu m o rv olu m ein c re as ed ov e rtim e,and histologlC allytu m o r cells
Per mea te SPaCeS betw e e nmuscle fibe rs ･ On the othe rhand, the volu m ede c re a s ed o ve rtim ein the liquidnitrogen method
group ･ Histologic ally nbrou stissue w as obse rv ed arou ndthe tra n splanted m ass , and nec ro sis a nd infiltra tion of inna m m atory
Cells we re observ ed ･ Fro m these re sults, W e aS Su m ed thatthe tu mor c ells died o utin the liquidnitroge n m ethod ･ T he
COm pre SSion s tre ngths w ere m ea sured fo rintactbo n e, aut OClav ed bone, and liquidnitr oge n trea ted bon e■ T he re wa s n o
Slgninc antdifftrencein the c ompressio nstre ngth betw een intactbo n e a ndliquidnitroge ntr eated bo ne･ How e v e r,the stre ngth
Ofthe a ut o claved bo ne w asredu c edto about tw o-third ofthat ofthe intactbone. We obse rved the fra cture surfaceofthe
auto claved bo ne a nd liquidnitrogen tr e a ted bon e afterthe c o mpre sion te st with a sc an nlng ele ctr o n mic r o s c ope ･ T he fractu re
S urfac e ofthe auto claved bone wasirregular a nd u nev e n･ On the o therha nd,the fracture s urface oftheliquidnitroge ntre ated
bon ew as s m o o th a nd fine-gr ain ed･ T his mightrefle ct the di ffere n c eof c ompr e s sion str e ngth. Fro mthes e results, W e
COnClude thattheliquidnitrogen m ethod could be o ne ofthe m ost efectiv e m ethod fbrthe r e constru ction in maligna ntbon e
and softtissue tu m o rs.
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